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RESUMO 
A presente dissertação apresenta uma pesquisa sobre a eliminação urinária de 
leptospiras por cães que tiveram contato com pessoas que foram acometidas 
por leptospirose. Sabe-se que cães podem atuar como reservatório para esta 
importante zoonose disseminada pelo mundo, porém considera-se que seu 
papel como portadores assintomáticos seja subestimado. Desta forma, o 
objetivo deste estudo foi investigar uma possível relação entre a presença de 
seres humanos com leptospirose e de cães portadores assintomáticos que 
possam servir como fonte de infecção. Amostras de sangue e urina foram 
coletadas de cães contactantes de pessoas com leptospirose para realização 
de exames de PCR e sorologia. Nenhum resultado foi positivo nos exames 
realizados, o que leva a crer que os cães testados não serviram, naquele 
momento, como fonte de infecção de leptospirose para seus proprietários. 
 
Palavras chave: PCR; portador assintomático; reservatório; saúde pública; 
zoonose.  
ABSTRACT 
This thesis presents a study about urinary shedding of leptospires by dogs who 
had contact with people affected by leptospirosis. Dogs may play like a 
reservoir to this important zoonosis widespread throughout the world, but is 
considered that their asymptomatic carrier role be underestimated. Therefore, 
the aim of this study was to investigate a possible relation between humans with 
leptospirosis and asymptomatic carrier dogs who can be an infection source. 
Blood and urine samples were collected from contactant dogs of people with 
leptospirosis to performing PCR and serology. None positive result was found, 
what suggests that the dogs, in that moment, didn’t serve like source of 
infection of leptospirosis to their owners. 
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1. INTRODUÇÃO  
A leptospirose é uma zoonose bacteriana provocada pela espiroqueta 
gram-negativa do gênero Leptospira. Considera-se uma doença amplamente 
difundida no mundo e tem sido reconhecida como uma enfermidade re-
emergente, tanto nos seres humanos quanto em cães (LEVETT, 2001). 
Também é importante economicamente em animais de produção, visto que 
causa graves distúrbios reprodutivos (TONIN et al., 2010). 
A leptospira é um microrganismo flexível com cerca de 6 a 20 m de 
comprimento e 0,1 μm de diâmetro, podendo, portanto, passar através de 
poros de 0,2 μm de diâmetro. O crescimento ótimo acontece com pH entre 7,2 
e 7,6 e temperaturas acima de 13ºC, sendo as melhores taxas entre 28 e 30ºC. 
A exposição acima de 40ºC é deletéria (FAINE; STALLMAN, 1982). 
De acordo com a classificação sorológica, o gênero Leptospira é dividido 
em duas espécies: L. interrogans, que compreende as bactérias patogênicas e 
L. biflexa, onde constam as saprófitas. Ambas são divididas em diversos 
sorovares, sendo que mais de 260 são conhecidos atualmente e calcula-se que 
em torno de 200 sejam patogênicos e 60, saprófitas. Os sorovares ainda são 
divididos em 25 sorogrupos (LEVETT, 2001). A classificação genotípica, 
descrita em 2007 pelo Comitê para a Taxonomia dos Leptospiraceae dividiu as 
espécies patogênicas em 13 – L. alexanderi; L. alstonii; L. borgpetersenii; L. 
fainei; L. inadai; L. interrogans; L. kirschneri; L. licerasiae; L. noguchii; L. 
santarosai; L. terpstrae; L. weilii e L. wolffii - e as saprófitas em seis – L. biflexa; 
L. kmetyi; L. meyeri; L. vanthielii; L. wolbachii e L. yanagawae (ADLER; 
MOCTEZUMA, 2009). 
O aumento da população de roedores é o principal fator que mantém a 
endemia de leptospirose em centros urbanos (BHARTI et al., 2003). Nestes 
ambientes, o reservatório mais importante é a ratazana de esgoto (Rattus 
norvegicus), embora cães também desempenhem este papel, podendo eliminar 
diversos sorovares (SCHULLER et al., 2015). A incidência da doença é 
significantemente maior em países de clima quente, principalmente durante o 





a leptospira pode sobreviver por meses na água e no solo úmido. Condições 
alcalinas de solo também são favoráveis à permanência do microrganismo no 
ambiente. A transmissão entre seres humanos é praticamente inexistente 
(LEVETT, 2001; ADLER; MOCTEZUMA, 2009; LAPPIN, 2010; SCHMITZ, 
2010). 
A urina de mamíferos infectados é a principal fonte de infecção para a 
leptospirose. As bactérias são constantemente colonizadas nos túbulos renais 
dos carreadores, que podem eliminá-las durante toda a vida, mesmo que 
permaneçam assintomáticos. Erosões, soluções de continuidade e até mesmo 
poros dilatados na pele (devido a um longo período de exposição à água, por 
exemplo), bem como via conjuntiva são as portas de entrada mais comuns 
para a leptospira (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003). Hospedeiros acidentais 
normalmente se infectam pelo contato direto com os reservatórios ou solo e 
água contaminados. Gatos, como normalmente têm aversão à água, costumam 
se infectar enquanto predam roedores infectados (SCHULLER et al., 2015). 
Outras formas de transmissão são feridas por mordedura, contato venéreo, via 
transplacentária, ingestão de tecidos contaminados, cama, alimento e outros 
fômites (LAPPIN, 2010). 
Uma vez no organismo infectado, a leptospira circula pela corrente 
sanguínea por cerca de sete dias (leptospiremia). Durante esta fase, pode ser 
encontrada em quase todos os tecidos do organismo. Após, passa por um 
clearance tanto no sangue quanto nos demais tecidos – provavelmente devido 
à ação do sistema imune por opsonofagocitose –, passando a se concentrar 
apenas nos rins e, assim, sendo eliminada na urina (ATHANAZIO et al., 2008; 
VAN DE MAELE et al., 2008; ADLER; MOCTEZUMA, 2009) . Como a bactéria 
se dissemina por vários órgãos, a hipótese de ter maior tropismo pelos rins não 
é suportada. Acredita-se que os túbulos renais possam oferecer melhores 
condições imunológicas para a colonização, supondo que imunoglobulinas anti-
leptospirais não consigam destruir o microrganismo neste local devido à 






Na leptospirose é comum haver nefrite intersticial com nefrose tubular. 
No fígado, costuma-se encontrar lesões causadas pela dissociação dos 
cordões de hepatócitos e acúmulo de pigmento no interior dos canalículos 
biliares (TOCHETTO et al., 2012). Uma síndrome caracterizada por severa 
hemorragia pulmonar alveolar e subpleural difusa e aguda, com necrose 
coagulativa multifocal a coalescente das paredes alveolares também acontece 
frequentemente. Ocasionalmente são encontrados neutrófilos e pode-se 
visualizar aumentada celularidade devido ao aumento de células 
mononucleares. Ainda não está completamente esclarecido qual o mecanismo 
patogênico que desencadeia esta síndrome (NALLY et al., 2004; KOHN et al., 
2010; SCHULLER et al., 2015).  
A leptospirose tem um amplo espectro de sinais clínicos. A imunidade do 
hospedeiro, virulência do sorovar infectante e grau de inoculação são fatores 
importantes para definir a gravidade e o período de incubação da doença, bem 
como suas manifestações (LEVETT, 2001). Um dos sinais cínicos mais 
precoces é a febre, que pode ocorrer de início súbito e vir acompanhada de 
hiperestesia muscular, tremores e relutância ao movimento. As mucosas 
podem ficar hipocoradas ou ictéricas e é comum a presença de distúrbios da 
hemostasia, como petéquias, equimoses, melena e epistaxe, por consequência 
da trombocitopenia e da coagulação intravascular disseminada (CID). 
Taquicardia, miocardite e anormalidades ao eletrocardiograma, como bloqueio 
atrioventricular de primeiro grau, também podem estar presentes. Uma forma 
hiperaguda é descrita. Neste caso, o paciente usualmente apresenta sinais de 
depressão, taquipneia, dispneia (devido à síndrome hemorrágica pulmonar 
leptospiral) e episódios eméticos. Alterações compatíveis com pancreatite são 
detectáveis à ultrassonografia abdominal (BHARTI et al., 2003; LAPPIN, 2010; 
SYKES et al., 2011). 
Sinais de injúria renal aguda e lesão hepática são os sinais 
predominantes na leptospirose. O dano tubular renal costuma provocar poliúria 
e polidipsia (com ou sem azotemia), com a capacidade de evoluir para um 





Animais com necrose hepática costumam cursar com icterícia, diarreia, 
episódios eméticos e colestase. A forma ictérica da doença costuma ser mais 
severa que a anictérica e, nestes casos, as complicações normalmente são 
multissistêmicas (LEVETT, 2001).  
Sinais pulmonares associados à síndrome hemorrágica pulmonar 
leptospiral incluem tosse, hemoptise, taquipneia, dispneia leve a severa e 
insuficiência respiratória. Nestes casos, a taxa de mortalidade pode chegar a 
70%. Acredita-se que é mais comum em cães com leptospirose do que se tem 
acreditado, inclusive, com a possibilidade de haver hemorragia intra-alveolar 
até em pacientes sem sinais respiratórios. A hipótese mais aceita para a 
patogenia desta síndrome é a de que tenha uma base imunomediada  (BHARTI 
et al., 2003; KOHN et al., 2010; SYKES et al., 2011; SCHULLER et al., 2015). 
Outros sinais clínicos de leptospirose incluem intussuscepção, 
provavelmente associada à inflamação e desordens gastrintestinais, uveíte, 
conjuntivite e sufusões conjuntivais, aborto e rabdomiólise (representada por 
severa mialgia) (LEVETT, 2001; SCHWEIGHAUSER et al., 2009; SCHULZ et 
al., 2010). Em seres humanos, o envolvimento neurológico é uma conhecida 
complicação, principalmente relacionado à meningite asséptica. Em cães, não 
há relatos de meningite ou meningoencefalite provocadas pela infecção por 
Leptospira spp. (LEVETT, 2001; SCHULLER et al., 2015).  
A anemia é um dos sinais clínicos mais comuns da leptospirose em 
cães, e normalmente acontece devido a sangramentos no trato respiratório ou 
gastrintestinal (LEE et al., 2000). Trombocitopenia moderada a severa pode ser 
encontrada e não é associada à gravidade da doença, mas pode ter relação 
com pacientes hipercalêmicos (DAHER et al., 2014). Leucocitose é outro 
achado comum nesta doença (VAN DE MAELE et al., 2008). 
Nos exames bioquímicos, é comum cães com leptospirose 
apresentarem azotemia com hiperfosfatemia, indicando lesão renal. Aumento 
das atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato 
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) e hiperbilirrubinemia sugerem 





consumo pode levar ao aumento do tempo de protrombina (TP) e do tempo de 
tromboplastina parcial ativada (TTPA) (MASTRORILLI et al., 2007; VAN DE 
MAELE et al., 2008; SCHULLER et al., 2015). Hiponatremia, hipocloremia, 
hipocalemia (ou hipercalemia, nos pacientes oligúricos ou anúricos), 
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia são alterações possíveis. Na urinálise, 
econtra-se isostenúria e, ocasionalmente, hipostenúria. Glicosúria, proteinúria, 
bilirrubinúria, hematúria, piúria e cilindrúria também aparecem, eventualmente 
(SYKES et al., 2011). 
Há diversos testes para diagnóstico de leptospirose. A cultura positiva de 
qualquer tecido contaminado (sangue, urina ou tecidos) fecha o diagnóstico 
para esta doença, mas é um teste de difícil realização, necessitando até seis 
meses para que o resultado esteja pronto. A soroaglutinação microscópica 
(SAM) é o principal teste sorológico e visa detectar anticorpos anti-leptospira. A 
reação em cadeia da polimerase (PCR) busca encontrar DNA da bactéria na 
amostra estudada (SCHULLER et al., 2015). 
A SAM é o teste mais amplamente utilizado para o diagnóstico de 
leptospirose. É baseada na reação entre antígenos encontrados na superfície 
da leptospira com anticorpos específicos para estes antígenos, determinando a 
habilidade em aglutiná-los. Para a sua realização, é necessário utilizar pelo 
menos um sorovar pertencente a cada sorogrupo, preconizando-se aqueles 
mais prevalentes no local da realização do exame. A inexistência de algum 
sorogrupo entre os sorovares testados no exame pode levar a resultados falso-
negativos em animais infectados (LEVETT, 2001; ANDRÉ-FONTAINE, 2006; 
ARENT et al., 2012). 
Na primeira semana de infecção, é possível que a SAM tenha resultado 
negativo, uma vez que a resposta imune humoral pode não estar em níveis 
suficientes para ser detectada ao exame. Por isso, a doença aguda ou 
hiperaguda ocasionalmente tem resultados negativos à sorologia. Indivíduos 
positivos normalmente apresentam reações cruzadas a diversos outros 





infectante (FRAUNE; SCHWEIGHAUSER; FRANCEY, 2013; SCHULLER et al., 
2015). 
A SAM é uma técnica de sensibilidade alta, mas cuja especificidade 
declina com o tempo pós-infecção. A sorologia pareada é a maneira mais 
eficaz de se detectar leptospirose por uso deste exame. Deve ser realizada 
uma coleta no dia zero e uma segunda após dez a 21 dias. Se os títulos na 
segunda sorologia forem ao menos quatro vezes maiores que na primeira, a 
infecção recente é confirmada. Titulação maior ou igual a 400 em um paciente 
com sinais clínicos também é aceitável para a confirmação do diagnóstico. 
(ADLER; MOCTEZUMA, 2009). Contudo, alguns autores apenas consideram 
confirmatórios títulos maiores que 800 (ADIN; COWGILL, 2000; FRAUNE; 
SCHWEIGHAUSER; FRANCEY, 2013). 
A PCR é um exame que tem alta sensibilidade e especificidade. Permite 
encontrar DNA da leptospira em diferentes amostras, seja sangue, urina ou 
tecidos específicos (SCHULLER et al., 2015). Em animais naturalmente 
infectados, não se sabe com quantos dias de infecção os resultados das 
amostras de sangue passam a ser negativas e as de urina, positivas. Ratos 
experimentalmente infectados apresentaram positividade na urina após duas 
semanas de infecção. Antes disso, os resultados foram negativos (ROJAS et 
al., 2010). Cães experimentalmente infectados apresentaram PCR positiva 
para amostras de sangue no quarto dia pós-infecção e negativa nos dias oito, 
19 e 26, enquanto que as amostras de urina foram positivas a partir do dia oito 
(BRANGER et al., 2005). 
Resultados positivos de PCR para amostras de urina indicam que o 
animal está em fase de leptospirúria. Contudo, como nesta fase a eliminação 
da bactéria é intermitente, resultados negativos não permitem afirmar que o 
paciente não tenha sido acometido. A PCR positiva para amostra de sangue 
em um cão sintomático sugere fortemente leptospirose. Recomenda-se realizar 
este exame, independente da amostra examinada, antes da administração de 
antimicrobianos, uma vez que utilizá-los antes da PCR pode ocasionar 





do animal, é possível realizar PCR do tecido renal para tentar confirmar o 
diagnóstico (BRANGER et al., 2005; FRAUNE; SCHWEIGHAUSER; 
FRANCEY, 2013; SCHULLER et al., 2015). 
A PCR tende a ser mais sensível e específica que a SAM na primeira 
semana pós-infecção, já que o hospedeiro ainda não teve tempo suficiente 
para criar anticorpos anti-leptospira. Porém, a falta de dados sobre a 
sensibilidade e especificidade da PCR em cães faz a SAM permanecer como o 
teste de escolha para a leptospirose. A PCR é uma boa alternativa diagnóstica 
em pacientes previamente vacinados com altos títulos de SAM. Neste caso, 
caso os títulos sejam vacinais, a presença de DNA não deverá ser detectada 
nas amostras de sangue e urina. O ideal é que ambos os exames sejam 
realizados, visando melhorar a acurácia do diagnóstico para leptospirose em 
cães (SCHULLER et al., 2015). 
A precocidade do início do tratamento da leptospirose confere ao 
paciente maiores chances de melhora clínica. A terapia deve ser baseada em 
antibioticoterapia e cuidados de suporte. A fluidoterapia é importante para 
promover diurese intensa, com a finalidade de minimizar ou resolver problemas 
provocados pelo envolvimento renal. Deve-se manter o cão sondado para 
monitorar o débito urinário e a taxa de filtração glomerular, além de evitar a 
contaminação ambiental com a urina contaminada (SYKES et al., 2011). 
O antibiótico de escolha para o tratamento da leptospirose em cães deve 
ser a doxiciclina, na dose se 5 mg/kg a cada 12 horas ou 10 mg/kg a cada 24 
horas, durante 14 dias, via oral. Caso haja sinais gastrintestinais, pode-se usar 
algum derivado das penicilinas (ampicilina 20mg/kg a cada 6-8 horas; penicilina 
G 25000-40000 U/kg a cada 6-8 horas ou amoxicilina 20-30 mg/kg a cada 6-
8h), mas trocando-se para a doxiciclina após a resolução destes sinais 
(SCHULLER et al., 2015). 
O papel do cão como reservatório na transmissão da leptospirose ainda 
é discutido. O principal sorovar transmitido por esta espécie é o canicola. 
Devido ao fato de conviverem no mesmo ambiente dos doentes, cães 





principalmente nas regiões tropicais (LEVETT, 2001; ANDRÉ-FONTAINE, 
2006). 
A principal medida preventiva contra a leptospirose em cães é a 
imunização, que evita o estado de leptospiremia, leptospirúria e a manutenção 
de leptospira nos rins. Recomenda-se realizar três doses com intervalos de 21 
dias no primeiro ano de vida, seguida de revacinação anual (a imunidade após 
os reforços costuma durar mais de um ano). Deve-se administrar a primeira 
vacina entre oito e nove semanas de vida (KLAASEN et al., 2003; SCHREIBER 
et al., 2005; LAPPIN, 2010). 
1.1. OBJETIVOS 
O objetivo desta pesquisa é de investigar o estado de portador renal de 
leptospiras em cães contactantes de pessoas que desenvolveram leptospirose. 
Busca-se relacionar a presença de leptospirúria aos resultados sorológicos da 
pesquisa de anticorpos anti-leptospira em cães. Também se procura investigar 
a presença de leptospiremia para detectar a presença de infecção aguda nos 
cães contactantes, além de avaliar a importância do manejo do portador 
assintomático no local onde ele vive, com a finalidade de evitar novas 
infecções. Ainda, visa-se verificar os conhecimentos dos proprietários dos cães 
a respeito da leptospirose e informá-los sobre os riscos à saúde pública 
provocados por esta enfermidade. 
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2. INVESTIGAÇÃO SOBRE A SOROPREVALÊNCIA, LEPTOSPIREMIA E 
LEPTOSPIRÚRIA EM CÃES CONTACTANTES DE PESSOAS 
ACOMETIDAS POR LEPTOSPIROSE 
(Investigation about seroprevalence, leptospiraemia and 
leptospiruria in contacting dogs of people affected by leptospirosis) 
(O artigo será enviado para a revista Archives of Veterinary Science) 
RESUMO 
A leptospirose é uma zoonose endêmica no Brasil que afeta diversos 
mamíferos, inclusive o homem. Apesar de a maioria dos estudos sobre 
leptospirose serem baseados em resultados sorológicos, a PCR, por ser mais 
sensível, consegue detectar a eliminação das leptospiras na urina. Os cães 
portadores assintomáticos têm grande potencial para a transmissão da 
leptospirose e, por isso, considera-se que o número de animais neste estado 
seja subestimado. Porém, ainda há poucos dados para avaliar o quão 
presentes estes reservatórios são e, desta forma, este estudo procurou 
investigar o estado de portador renal para Leptospira spp. em cães 
contactantes de pessoas acometidas por leptospirose no município de 
Curitiba/PR. Coletou-se urina de 10 cães e sangue de 15 animais pertencentes 
a oito proprietários. Foi realizada a extração de DNA das amostras de urina e 
sangue total para posterior exame de PCR. Amostras de soro foram 
encaminhados para a sorologia. Todos os resultados das PCR do sangue e da 
urina foram negativos, bem como os testes sorológicos. Este resultado sugere 





leptospirose, não havendo, portanto, relação entre portadores assintomáticos e 
proprietários com leptospirose neste estudo. 
Palavras-chave: PCR; portador assintomático; reservatório; saúde pública; 
zoonose. 
ABSTRACT 
Leptospirosis is a zoonotic disease endemic in Brazil who affects mammals, 
including man. Although most of studied being performed by serology, only 
PCR can detect urinary shedding of leptospires. Asymptomatic dogs have a 
great potential to transmission of leptospirosis and is considered that the 
number of animals with this status is underestimated. However, still there are 
few data to evaluate the presence of this reservoirs. This study aimed to 
investigate the renal carrier status to Leptospira spp. in contacting dogs of 
people affected by leptospirosis in Curitiba/PR. Ten urine samples and 15 blood 
were collected from animals belonging to eight owners. Blood and urine DNA 
extraction were done to posterior PCR performing. Serum samples were sent to 
serology. All blood and urine PCR assay were negative, as well the serologic 
tests. These results suggest that the dogs submitted to the study were not the 
source of infection, therefore, there was no relation between asymptomatic 
carriers and owners with leptospirosis in this study. 
Key words: asymptomatic; PCR; public health; reservoir; zoonosis 
INTRODUÇÃO 
A leptospirose é uma zoonose provocada pela bactéria gram-negativa 
Leptospira spp. É amplamente difundida no mundo, principalmente em países 





para esta enfermidade, e a mesma constitui um sério problema de saúde 
pública, principalmente devido a fatores socioculturais como condições 
inadequadas de saneamento básico, crescimento urbano desordenado e 
acúmulo irregular de lixo (Schmitz, 2010). Trata-se de uma doença que atinge 
quase todas as espécies de mamíferos, inclusive os seres humanos, e pode 
acometer diferentes órgãos, ocasionando diversas síndromes clínicas, tais 
como hepatite, injúria renal aguda e hemorragia pulmonar, com a possibilidade 
de levar o paciente a óbito (Bharti et al., 2003; Kohn, et al., 2010; Tochetto et 
al., 2012). 
A urina infectada por leptospiras patogênicas é a principal forma de 
transmissão da leptospirose e os roedores desempenham importante papel 
como hospedeiros reservatórios, apesar de quase todos os mamíferos 
apresentarem potencial para serem carreadores dessas bactérias. A 
transmissão entre seres humanos é muito difícil de acontecer (Levett, 2001; 
Adler e Moctezuma, 2009). Os cães também são considerados reservatórios, 
principalmente do sorovar canicola (André-Fontaine, 2006), mas também 
podem albergar diversos outros sorovares, como icterohaemorrhagiae, 
grippotyphosa, australis, sejroe, pomona, bratislava e copenhageni (Elis, 2010; 
Sykes et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Habus et al., 2017). Contudo, ainda 
faltam estudos que avaliem a abrangência do potencial zoonótico do cão para a 
leptospirose, uma vez que estes animais são naturalmente muito próximos aos 
seres humanos. 
A maior parte das pesquisas sobre a presença de leptospiras em cães 





soroaglutinação microscópica (SAM) (Elis, 2010). Este método é considerado o 
padrão-ouro quando realizado na forma de sorologia pareada e é amplamente 
difundido no mundo, conferindo maior sensibilidade e especificidade do que 
quando os anticorpos anti-leptospira são pesquisados apenas uma vez (Van de 
Maele et al., 2008; Miller et al., 2011; Fraune et al., 2013). Contudo, a SAM não 
serve para detectar a eliminação de leptospiras na urina do paciente. A melhor 
maneira para verificar se isto acontece é a reação em cadeia da polimerase 
(PCR), que é um método direto de pesquisa de antígenos (Branger et al., 
2005). A PCR também tem a capacidade de detectar leptospiras no sangue 
antes de ocorrer a soroconversão (Greenlee et al., 2005). 
Os cães portadores assintomáticos representam grande problema na 
epidemiologia da leptospirose, já que podem eliminar leptospiras sem 
apresentarem sinais clínicos (Levett, 2001). Dessa forma, torna-se muito difícil 
identificá-los e tratá-los com o objetivo de interromper o estado de carreador 
renal. Estes animais têm a capacidade de infectar outros mamíferos, servindo 
como reservatórios silenciosos para a transmissão da doença, oferecendo risco 
de contaminação, inclusive, a seus tutores (Llewellyn et al., 2016). Acredita-se 
que o número de cães portadores assintomáticos seja subestimado e 
necessita-se de mais informações sobre tais animais, principalmente nas 
regiões de baixa renda (Oliveira et al., 2012). Dessa forma, essa pesquisa tem 
por objetivo investigar o estado de portador renal de Leptospira spp. em cães 
cujos proprietários tenham sido acometidos por leptospirose, buscando 
encontrar relações entre a presença de seres humanos enfermos e de 





MATERIAL E MÉTODOS 
Entre julho de 2015 e dezembro de 2016, foram realizadas, em conjunto 
com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do município de Curitiba, 
Paraná, Brasil, investigações às residências de pessoas diagnosticadas com 
leptospirose. Daquelas pessoas que eram proprietárias de cães e que 
aceitaram participar da pesquisa, realizou-se coletas de sangue e urina destes 
animais para posterior realização de SAM e PCR. 
Coleta de amostras: as amostras de urina foram coletadas por 
cateterismo. Imediatamente após a coleta, foi adicionado tampão de fosfato 
salino (PBS) 1x com pH a 7,4 para a neutralização do pH da amostra, que foi 
mantida refrigerada até a extração do DNA, por um período máximo de 24 
horas. A proporção utilizada foi de 3ml de PBS para 7ml de urina. O sangue foi 
coletado por meio de punção da veia jugular e dividido em duas alíquotas: uma 
em tubo com EDTA e destinada à extração do DNA, outra em tubo sem 
anticoagulante para posterior separação do soro por meio de centrifugação a 
600 g durante 15 minutos. Após a separação, o soro foi armazenado em 
freezer a -15ºC até ser destinado aos exames de SAM. 
Extração do DNA: o DNA da urina foi extraído por meio de um método in 
house (Lucchesi et al., 2004): 1,5ml da solução (amostra previamente 
misturada ao PBS) foi colocada em um microtubo, que ficou em banho maria a 
37ºC, durante dez minutos. Após, foi centrifugada a 800 giros (3000 rpm) à 
temperatura ambiente por 15 minutos. O sobrenadante foi separado e o pellet, 
descartado. Em seguida, ocorreu nova centrifugação, desta vez a 1560 g 





mantido apenas o pellet, ao qual foi adicionado 1,0 ml de PBS. Uma terceira 
centrifugação foi realizada, a 1560 g (13000 rpm) por 20 minutos a 25ºC. O 
sobrenadante foi novamente descartado e ao pellet foram adicionados 100 μl 
de PBS. Esta última mistura foi mantida incubada a 94ºC durante 10 minutos e 
armazenada a -20ºC até a realização da PCR. As amostras de urina foram 
extraídas em duplicata. O DNA do sangue foi extraído por meio de kit comercial 
(QIAamp DNA Blood Mini kit, QIAGEN, Valencia, CA, USA), conforme as 
recomendações do fabricante. Este protocolo foi testado utilizando-se urina de 
cães sem leptospirose contaminada por culturas de Leptospira spp. em 
diferentes concentrações (105 até 102 Leptospira/mL de urina). 
PCR: para a realização da PCR no sangue e na urina os conjuntos de 
primers utilizados foram LIPL3245Fw (5′-AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3′) 
e LIPL32286Rv (5′-GAA CTC CCA TTT CAG CGA TT-3′), com o objetivo de 
amplificar fragmentos de DNA de leptospiras patogênicas por meio do gene 
LipL32, que gera 242 pares de base (bp). Utilizou-se uma mistura de 25 μL 
contendo 5 μL da amostra de DNA, buffer 1x (Invitrogen, Life Technologies, 
São Paulo, Brasil), 1,5mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dinucleosídeo trifosfato 
(dATP, dDTP, dGTP, dTTP), 1,0 U de Taq DNA polimerase (Recombinant®, 
Taq DNA Polymerase, Invitrogen) e 0,2 mM de cada primer. 
Para a realização da PCR foi utilizado o termociclador SimpliAmpTM 
Thermal Cycler (Applied Biosystems California, USA). Para a desnaturação 
inicial, utilizou-se a temperatura de 94ºC por três minutos. A amplificação 
consistiu em 35 ciclos a 94ºC para a desnaturação, 52ºC para anelamento e 





durante cinco minutos. As amostras foram mantidas a 4ºC até o próximo passo. 
Em cada exame foi incluso um controle positivo (DNA extraído de culturas de L. 
interrogans sorovar canicola misturadas com urina) e um controle negativo 
(água de miliqui). Os produtos amplificados da PCR passaram por eletroforese 
em gel de agarose a 1,5%, durante 1h10min a 100 V. Em seguida, misturou-se 
o gel com as amostras a 0,5 μg/mL de brometo de etídio para posterior 
visualização e fotodocumentação das bandas sob luz ultravioleta (UV) (L-PIX-
HE®, Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil), utilizando o software L-PIX-
IMAGE® (Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil). 
Sorologia: a SAM foi realizada pelo Centro de Diagnóstico Marcos Enrietti 
(CDME), localizado no município de Curitiba, Paraná, Brasil. As amostras com 
títulos maiores ou iguais a 100 foram consideradas positivas. Caso houvesse 
resultados positivos para mais de um sorovar, aquele com maior titulação seria 
considerado o causador. Foram testados os seguintes sorovares: autumnalis, 
bratislava, canicola, castellonis, copenhageni, cynopteris, grippotyphosa, 
hardjo, icterohaemorrhagiae, pomona e pyrogenes. 
Questionário: os proprietários dos cães que aceitaram participar da 
pesquisa foram submetidos a um questionário buscando informações a 
respeito do seu conhecimento sobre leptospirose e a sua epidemiologia. 
Responderam perguntas sobre o histórico da doença em vizinhos, parentes ou 
outros animais; se fizeram algum tratamento antes de procurar auxílio médico; 
ambiente onde os animais residiam; vacinação prévia dos animais; presença e 





são fornecidos aos cães; tipo de alimentação fornecida e se havia ou não 
contato entre os demais animais da propriedade.  
Os cães que foram vacinados contra leptospirose há menos de um ano ou 
que receberam doxiciclina por, pelo menos, duas semanas antes da visita, não 
foram inclusos na pesquisa. Apenas um pesquisador foi responsável por 
submeter os proprietários ao questionário. 
Análise estatística: seria realizada uma comparação entre os resultados 
positivos por meio do teste de qui-quadrado.  
RESULTADOS 
Ao todo, 45 visitas a propriedades foram feitas. Destas, em 26 não foi 
possível encontrar o paciente que ficou doente. Das 19 residências restantes, 
sete não tinham cães e, em uma, o cão havia sido vacinado há menos de 12 
meses. Daquelas que tinham cães, foi possível realizar coletas de 15, 
pertencentes a oito casas. Nenhum cão havia recebido doxiciclina nem 
qualquer outro antibiótico próximo ao período das visitas.  
Foi realizada coleta de sangue dos 15 cães supracitados e urina de dez 
deles. Daqueles cuja urina não foi coletada, em três o motivo foi a falta de 
volume urinário e, em dois, não foi possível realizar o cateterismo.  
Todos os exames de SAM foram negativos. Os 15 exames de PCR do 
sangue e os dez de urina também tiveram resultado negativo. 
Dos oito proprietários submetidos ao questionário, sete afirmaram saber o 
que é leptospirose e apenas um disse não saber. Seis alegaram conhecer a 
forma de transmissão, porém apenas dois disseram ter conhecimento de que o 





participante informou nunca ter visto roedores próximo à sua propriedade. Os 
outros sete informaram já ter visto estes animais pelo menos três meses antes 
de responderem ao questionário. Quatro destes participantes disseram fazer 
algum tipo de controle de roedores. Os cães de cinco destes proprietários 
tinham contato com a rua.  
Com relação à alimentação, três proprietários forneciam apenas ração de 
saco fechado. Outros três, comida caseira. Um comprava rações de saco 
fechado e a granel e um fornecia tanto ração quanto comida caseira. Cinco 
pessoas retiravam a água e a comida dos seus cães à noite e três, não.  
Três participantes informaram que já houve casos de outras pessoas ou 
cães com leptospirose próximo à residência visitada: destes, um dos 
proprietários teve cinco cães participando da pesquisa. Outro, dois e o terceiro, 
três. Em dois domicílios foram vistos roedores cerca de quatro semanas antes 
da coleta, enquanto que, no outro, roedores foram notados pela última vez 
havia duas semanas. Um proprietário não adotava método algum para controle 
de roedores, mas em uma propriedade foi relatado o uso de cumarínicos e em 
outra, de ratoeiras. Nenhum recolhia a água e a comida dos cães à noite nem 
tinha conhecimento da possibilidade de haver mamíferos portadores 
assintomáticos, sendo que um deles sequer sabia como ocorria a transmissão 
da doença. Todos os cães tinham contato com a rua.  
DISCUSSÃO 
Como a leptospirose é uma enfermidade associada a baixas condições de 
saneamento básico, a maioria dos participantes desta pesquisa pertencia a 





é majoritariamente transmitida por motivos ocupacionais, como veterinários, 
caçadores, trabalhadores de abatedouros e pesquisadores, enquanto que, nos 
países emergentes (incluindo o Brasil), é associada a baixas condições de 
vida, como acesso limitado à educação, condições pobres de vida e aumento 
de situações de risco para infecções humanas nas áreas urbanas (Morikawa et 
al., 2015; Haake e Levett, 2015). Um estudo realizado entre 2008 e 2012, no 
Rio Grande do Sul, região sul do Brasil, encontrou uma média de 428 casos de 
leptospirose nos seres humanos por ano nos municípios do estado. As regiões 
mais atingidas foram aquelas que sofriam com maiores quantidades de 
alagamentos. Também constatou-se que as pessoas que vivem em áreas 
rurais têm oito vezes mais chance de contraírem a enfermidade do que aquelas 
que habitam zonas urbanas (Schneider et al., 2015). O fato de poucos 
pacientes ou familiares destas pessoas poderem ser encontrados foi um dos 
principais motivos para que mais coletas não pudessem ser realizadas. Casos 
onde o procurado havia mudado de endereço ou cujo endereço cadastrado nas 
unidades de saúde era inexistente eram relativamente comuns. 
Mesmo que a literatura consultada nem sempre inclua altos índices de 
eliminação de leptospiras pela urina em cães, não foram encontrados casos 
onde não haja nenhum caso de cão portador assintomático, como encontrado 
nesta pesquisa. Llewellyn et al. (2016) encontraram 1,5% de positividade na 
urina de cães saudáveis na Alemanha. Na Irlanda, detectou-se 7,05% de 
leptospirúria em cães que não apresentavam sinais clínicos (Rojas et al., 
2010). Nos Estados Unidos 5,5% dos cães levados para consultas no estado 





(Harkin et al., 2003a). No mesmo estado, Harkin et al. (2003b) encontraram 
8,2% de cães apresentando leptospirúria em outro estudo com 500 cães. No 
Brasil, em uma região desfavorecida infraestruturalmente e financeiramente do 
estado do Rio Grande do Sul encontrou-se 8,4% de portadores assintomáticos 
(Oliveira et al., 2012).  
A administração de antibióticos antes da coleta da amostra pode provocar 
resultados falso-negativos na PCR. Por isso, recomenda-se que as amostras 
tanto de sangue com de urina sejam coletadas antes da terapia antimicrobiana 
(Schuller et al., 2015). A extração do DNA da urina pode sofrer interferência de 
alguns fatores, podendo até mesmo ser inviabilizada. Congelar a urina antes da 
extração pode provocar lise de leptospiras, o que promoveria a perda do DNA. 
Como o pH da urina é ácido, é importante misturá-la ao PBS imediatamente 
após a coleta, visando neutralizá-lo. Caso o DNA não seja extraído no dia, a 
urina neutralizada deverá ser armazenada a 5ºC até o dia seguinte (Boom et 
al., 1990; Lucchesi et al., 2004; Anzai, 2006). Todos estes cuidados foram 
tomados no presente estudo, de forma a evitar ou minimizar os falso-negativos. 
Como além da PCR, a sorologia também foi negativa, acredita-se que os cães 
não tenham sido a fonte de infecção para seus proprietários. Além disso, 
muitas das residências não tinham cães, sugerindo outra fonte de infecção, 
como roedores nas redondezas ou mesmo infecção adquirida em ambientes 
longe da vizinhança, como no trabalho ou no lazer. 
A presença de animais com PCR positiva para amostras de sangue 
indicaria que a infecção por Leptospira spp. foi recente. Sendo assim, a fonte 





estudo, infectaram experimentalmente 12 cães. Todos apresentaram PCR 
positiva no quarto dia e 10 destes, no oitavo, quando o DNA das bactérias na 
urina passou a ser detectado (10 animais) e as sorologias passaram a ter 
resultados positivos (todos os animais). Como a extração do sangue é feita por 
uso de um kit, os problemas são menos acentuados do que nas amostras de 
urina. O fato de não haver nenhum cão com DNA leptospiral detectável no 
sangue sugere que nenhum animal se encontrava na fase aguda ou não teve 
contato com o agente.  
As sorologias negativas, somadas aos mesmos resultados na PCR do 
sangue reforçam a sugestão de que os cães não tiveram contato com nenhum 
sorovar de leptospira. Portanto, é improvável que sejam a fonte de infecção. 
Também é possível que algum sorovar infectante não tenha sido testado. 
Comumente, pesquisas de anticorpos anti-leptospira em populações de cães 
trazem resultados variáveis. Na Croácia, uma pesquisa realizada com várias 
espécies encontrou soroprevalência de 23,35% entre os cães cuja situação 
clínica pudesse ser compatível com leptospirose (Habus et al., 2017).  
Llewellyn et al. (2016) encontraram 17% de soropositividade para sorogrupos 
não-vacinais em cães da Alemanha. Incluindo os sorogrupos vacinais (L. 
canicola e L. icterohaemorrhagiae), este percentual aumentou para 47%. A 
SAM é um exame sorogrupo específico. Por isso, podem acontecer casos de 
infecção cruzada a mais de um sorovar do mesmo sorogrupo, o que pode 
dificultar a identificação do sorovar ao qual o paciente foi exposto (Levett, 2001; 





No Brasil, estudos sobre a soroprevalência para anticorpos anti-leptospira 
em cães de rua costumam ser realizados em regiões ribeirinhas. Devido à falta 
de saneamento básico adequado, que é acentuada nesses locais, acaba-se 
por aumentar o número de roedores e de cães errantes, potencializando o risco 
de transmissão da bactéria. A soroprevalência nestas pesquisas variam entre 
7,1% e 40,6% (Batista et al., 2004; Lavinski et al., 2012; Oliveira et al., 2012; 
Morikawa et al., 2015). Morikawa et al., (2015) detectaram, no município de 
Curitiba um aumento na incidência de 9,3% para 19% durante os nove meses 
de estudo. 
 Neste estudo evidenciou-se que os cães participantes da pesquisa não 
serviram como fonte de infecção para a leptospirose. Apesar disto, é grande a 
possibilidade de que um dia acabem se infectando e podendo, até mesmo, 
ficarem doentes, visto que em quase todos os domicílios foram visualizados 
roedores. Somando-se a isso, naquelas residências cujo alimento e água não 
são retirados à noite, pode haver a possibilidade de acesso ao terreno por 
roedores, servindo, estes, como fonte de infecção para cães e, também, outros 
seres humanos. O alto índice de contato com a rua pelos cães é outro fator que 
aumenta esse risco, uma vez que o contato com a água das ruas é um fator 
potencializador para a transmissão da leptospirose. 
  Alguns fatores funcionam como limitantes para esta pesquisa. O primeiro 
é o número total de participantes, que é baixo e pode mascarar o real papel 
dos cães contactantes de seres humanos como reservatórios para a 
leptospirose. Infelizmente, não foi possível entrar em contato com todas as 





 Também existe a possibilidade de haver falsos-negativos pelo fato de a 
leptospirúria ser intermitente e o cão não estar eliminando a Leptospira no 
momento da coleta da amostra de urina. As coletas nem sempre eram 
performadas imediatamente após o diagnóstico do ser humano ser fechado 
devido ao fator burocrático até os resultados chegarem ao CCZ (as amostras 
positivas são recebidas via e-mail enviado pela Vigilância Epidemiológica em 
intervalos de, em média, 14 dias) e, por isso, há períodos diferentes entre a 
infecção de cada tutor e as visitas (e, consequentemente, as coletas de sangue 
e urina). Isto também pode influenciar e tornar resultados como falsos-
negativos. 
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O fato de todos os animais terem apresentado resultados negativos tanto 
nas reações em cadeia da polimerase como nas sorologias levam a crer que os 
cães testados não serviram, naquele momento, como fonte de infecção de 
leptospirose para seus proprietários. Portanto, é possível afirmar que não 
houve relação entre seres humanos enfermos e cães portadores 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 O problema da leptospirose em Curitiba e no Brasil apenas será 
minimizado no momento em que houverem maior desenvolvimento em 
infraestrutura, principalmente nas regiões suburbanas. A conscientização da 
população também deve ser peça-chave para a solução destes problemas, 
enfatizando a importância de se realizar um controle de roedores mais eficaz, o 
que acaba por minimizar a progressão desta enfermidade. 
 Ressaltamos a importância de mais estudos envolvendo a investigação 
sobre a eliminação de leptospiras em cães cujos proprietários adoeceram de 
leptospirose. Quanto mais pesquisas nesse sentido acontecerem, melhor será 



















Anexo 1 – Questionário aplicado aos proprietários dos cães 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 
 
QUESTIONÁRIO nº  
Referente ao cão: 
Ficha clínica: 
 
1. Você já sabia o que é leptospirose antes de você ou seu parente ficar 
doente? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
2. Você sabia como a leptospirose é transmitida? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
3. Você sabia que alguns animais podem ser portadores mesmo sem 
estarem doentes? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
4. Já teve algum parente da família e/ou animal de estimação que teve 
leptospirose anteriormente? 
(  ) Sim: (  ) Pessoas  (  ) cães 
(  ) Não 
 
5. Caso já tenha tido, foi realizado algum tratamento? Qual? 
(  ) Sim. Qual? 
(  ) Não 
 
6. E na vizinhança, você sabe de algum caso? 
(  ) Sim: (  ) Pessoas  (  ) cães 
(  ) Não 
 
7. Algum morador da residência apresentou ou tem apresentado sintomas 
como dor de cabeça, febre, tosse, espirros, vômito, diarreia, dores 
musculares, tremores e/ou pele e mucosas amareladas recentemente? 
(  ) Sim. Quais sinais? 
(  ) Não 
 
8. Seu (s) animal (is) já foi (foram) vacinado (s) para leptospirose alguma 
vez? Quando foi a última vacinação? Tem a carteirinha de vacinação? 





(  ) Não 
 
9. Já chegou a ver ratos ou algum outro tipo de roedor na sua propriedade 
recentemente? 
(  ) Sim. Há quanto tempo? 
(  ) Não 
 
10. Realiza algum tipo de controle de roedores em sua propriedade? Se sim, 
com o quê? 
(  ) Sim. Qual? 
(  ) Não 
 
11.  Possui gatos na propriedade? Quantos? 
(  ) Sim. Quantos? 
(  ) Não 
 
12.  Possui outros animais na propriedade? Quais? 
(  ) Sim. Quais? 
(  ) Não 
 
13. Os demais animais de sua propriedade têm contato entre si? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
14. Há quantos dias os sinais clínicos começaram?  
 
15. Seu (s) animal (is) possui (em) contato com a rua? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
16.  Existe a possibilidade da comida e/ou a água fornecida ao seu cão ter 
contato com roedores durante o dia e/ou à noite? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
17.  Seu cão ingere ração ou comida caseira? 
(  ) Ração 
(  ) Comida caseira 
(  ) Ambos 
 
18.  Caso coma ração, a ração que seu cão come é comprada de saco 
fechado ou a granel? 
(  ) Saco fechado 
(  ) A granel 
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